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抗生物質を食品の魔敗防止に用いた実験は，種々なされているが，当研究所に於ては 1948年
頃より，相磯教授により試みられ，牛乳の魔敗防止に streptomycin型物質， streptothricin 
型物質，叉 flavomycin及び streptomycinを使用して効果ある事を報告している(1)(2)。叉
真銅〈りは streptomycin，penicilIin，chlortetracycline，平松仰は streptomycin，f:lavom-
ycin，streptothricinの抗魔敗細菌作用を報告している O 最近はカナダに於て Tarr(5)，我
が国に於ても富山(6L米(7)等により chlortetracyclineの魚介類への利用についての実験的
並びに応用的研究がなされている。叉寓敗細菌の抗生物質に対する感性，耐性についても多く
の研究がなされているO
これ等の研究において対象となる魔敗細菌の内，最も重要なものは， Pseudomonas菌属で
あるo1953年 Ellard m. yow仰の研究によると， Pseudomonasに対し polymyinは 
0.5γIml_"7.8γImlですべて完全に阻止し， neornycin は 1.9γ Iml~ 6:25γImlで阻止し， 
oxytetracycline は250γImlで尚 9%阻止されず， chloramphenicol は250γImlで36μ， 
chlortetracyclineは同濃度で 4%，streptomycinは 30%阻止されない耐性株があると云
つ。
長谷川(9)の報告によれば，主として魚介類から分離した Pseudomonas40株は chlortet-
racyclineの5γIml以下で阻止されるもの 19株， 10γIml以下のもの 28株あり， 50γIml 
以上の耐性株は 3株認められた。 streptomycinに対しては 100γIml以上の耐性株は 4株あ
った。中村(10)によれば Achromobacter，Alcaligenesに対しでもほぼ同様の結果が得られ， 
1955年 Canarile(11)は invitro，in vivoで Pseudononasaerugi・nosαに対して polym-
yxin B と oxytetracyclineを使用し，その効果を述べているO 
1957年 WaisbrenとSrelitzer(12)の研究によると polymyxinBは Pseudononasaeru-
gz"nosaに対して 3γImlで 72%の阻止率を示し， 阻止順は polymyxinB，oxytetracyc-
line，chloramphenicolである。叉 Pseudomonasspecies ，こ対しては濃度 3γImlで chlo・ 
ramphenicolが 57μ で最高阻止を示し，阻止順は chloramphenicol，tetracycline，neom-
ycin，nitrofurazone，oxytetracycline，chlortetracycline，polymyxin B，streptomycin， 
penicillin，の順であり，Aerobacter aerogenesについては濃度 3γ 1m] では neomycin，，
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chloramphenicol，oxytetracycline，polymyxin B，chlortetracycline，tetracycline， 
streptomycin，nitrofurazone，penicillinの順だと述べている。 
1955年 Johnstonが感性，中等度感性，耐性の 3者に分けて分離した Pseudomonasの16
株について報告し，僅少の例外をのぞき， Pseudomonasはほとんどすべての抗生物質に耐性
で感性のものは chloramphenicol 1例， N-{5・nitr・o・2・furfurylidene )-l-aminohydantoin 
1例， polymyxin B 3例のみで、あったと述べている。
最近発見された novobiocinCにしても Pseudomonαsaerugz'仰 saに対しては 400γIml
以上でなければ阻止されない。
併し低温に於て，例えば抗生物質添加氷で処理する事により，阻止力を高める事が出来る。
最近我国に於て chlortetracyclineを底曳魚類の保存に 5ppmに添加した氷として使用さ
れる事が許可になったが，本剤が化学療法剤である点で幾多の問題が残されている。
著者は食品特に魚介類の防魔剤として，専用に利用出来る抗生物質をさがす目的で本研究に
着手したが，先ず Pseudomonasを主なるねらいとして，抗寓敗細菌作用を有する放線菌の
分離に努力した。現在迄の結果を第 1報として報告する。
実験方法並がに材料
分離方法:分離方法は吉岡〈13〉，荻(14)の方法によ
る撰釈的放線菌分離，即ち土壌 0.3gを 300ml滅菌
蒸溜水入り坂口コノレペシに入れ，振議培養器にかけ
て， 30分後これを 2000回転 5分間遠心沈殿し，
1.000倍， 10.000倍稀釈の土壌稀釈液を作り， これ
をシャーレに取り， Glucose-aspargin agarを分注
し，よく混和する。この際 Glucoseasparginagar 
の中へ Fracinを 10万倍稀釈，抗糸状菌物質 W-2
を 6万倍稀釈の割合で加え，2TC培養する。 4日目
噴より放線菌集落が出現する。これを分離培養基 
Glucose-aspargin agarに移植分離し，2TC 72時
間後に Glucose-aspargin agar slantに純培養す
る。
高知県下，熊本県阿蘇地帯の土壌より上述の方法
で 700株を分離し，生菌抗菌像に依って screening
した。即ち Glucose-starch agar平板の中央に放
線菌を塗沫し， 270Cに培養し，放線菌が良く発育し
た後，被検菌を放線状に塗沫し，その阻止帯を計っ
た。被検菌としては最初は，Micrococcus pyogenes 
var. aureus 209ρ，Micrrococcus pyogenes var. 
209ρ(streptomycin fast)，Escherichia coli Fl， 
Escherichz"a coli Fl (streptomycin fast)，Psettd-
OmOnasαeruginosa，Micobαcledum A TCC 607， 
AゅergU!usni'ger，Cαndhla albicansを用し、た。 
Pseudomonas aeruginosaに対し阻止帯を示した 
菌株は極めて稀で、僅かに 2株を得た。即ちこの時用 
いた Pseudomonasaeruginosaがあまりに強い菌
であったのにかんがみ，今度はより sensitiveの
を用いる事とした。
成田市押畑の同一土壌中より分離した 200株にっ
いては上記被検菌の外に，当研究所に於いて分離さ 
れた腐敗細菌に対して， 同様生菌抗菌像により
screeningを行った。 i用いた被検菌を列挙すれば
次表の如くである。
被 検 菌 略号 
Pseudomonαs putida AHH-4 H-4 
Pseudomonas putida AHH-6， H-6 
Pseudomonas jegaeri AHH-27 H-27 
Pseudomonas desmolyticum AHH-33 H-33 
Alcaligenes metalcali'gines AN-3 N-3 
Alcaligenes metalcaUgines AN-34 N~34 
Achromobαcter cyclolasteo AN-17 N-17 
Ach: 側 :rydiceAN・ N-19γomobacter 19 
Alcαligenes viscosums AN-32 N-32 
Flavobαcteγium 4 Fl-4 
Flavobacterium 30 Fl-30 
実験成績 
1.有効株の選別: 第 1表の如き腐敗細菌に阻止
帯を示す 32株を分離した。
これ等の株について阻止帯の長さの平均を示せば
第 l図，第 2図の如くである。 Fl-4即ち Flavoba-
cterium 4では 32株中 29株に阻止帯を示 L，9.3 
mmが最高の値であり，一般的に放線菌産生物質に
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帯を示し，その長さは 8.3mmで腐敗細菌に有効株
はほとんどの例に於て阻止帯を示す。 E.coli F1に
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後者が 27株の阻止を示し，長さの平均は 5.6mmと 
5.7mmである。以上の事より生菌抗菌像で抗腐敗
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に作用し， 叉 E.coU Flよりもカピ類に阻止帯を
示す株が多し、事を認めた。 
2.有効株の培養条件:各々 32株について第 2表
の培地による培養条件をしらべてみた。この結果第 
3表の如く， No. 2472，No. 2576，No. 2742，No. 
2750，No. 2757，No. 2777，No. 2801，No. 2805の 
8株が力価を示し，他の 24株は液体培養液中に力価
を示さなかった。 G.S.B.soybean meal，生大豆
培地について観察すると， soybean mealが一番
力価が高く生大豆培地， G. S. B.の順であった。 
No. 2472は soybeanmealで 72時間 40d.u.96
時間 80d. u. 120時間 80d. u. (H-4検定)， No. 
2576は soybeanmealで 72---120時間で 160d. u. 
む
HhNMU (Fl-4検定)， No. 2750.~土同培地で 72 時間 10d. u. 
96時間 20d. u. 120時間で 10d.u.以下 (H-4検
定)， No. 2805は同培地で 72時間では 10d.u.以 
2 
3 
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第 2表培地の組成 は力価の上昇が見られなかった。
以上の実験により， No. 2472， No. 2576，は 
soybean mealで， No. 2742は寒天平板培養で
抗腐敗細菌作用を有する事を認めた。 
3. No. 2472，No. 2576，No. 2742の菌学的研
究: 3株の培養性状につし、ては第 4，5，6表に示し
た。
第 4表 Characteristicsof the strain No. 2472 
Gelatin: Minute colonies on surface，yello・ 
wish brown growth; scant white aerial 
mycelium. Weak liquefaction. Scant light 
brown soluble pigment. 
Glucose-asparagine agar: Spreading，white 
to brownish growth;powdery，Even G low 
(45-C-15) aerial mycelium. No soluble 
pigment. 
Plain agar: Spreading，minute colonies， 
brownish growth; no aerial mycelium. 
No soluble pigment. 
Yeast-extract agar: Spreading， brownish 
growth; powdery，Shadow(44-B-1) aerial 
mycelium. No soluble pigment. 
Potato plug: Consisted large colonies，dark 
brown growth; white to grey and to 
Peach beige (11-A-6) aerial mycelium. 
No soluble pigment. 
Carrot plug: Poor growth; white aerial 
mycelium. 
M i1k: Growth in ring. colonies at bottom; no 
aerial mycelium. Coagulation and stron-
NO.l I No.2 NO.3 
Materials 1一一一一ト l一一一 
G. S. 8.1soybean m.1 raw soybean 
Starch 0.5% 
Glucose 0.5% 
Ext. beef 1% 
peptone 1% 
NaCl 0.3% 
Kinako 
Ebios 
CaC03 
MaC12 
ZnS04 
CUS04 
raw 
soybean 
3.5% 
0.5% 
0.35% 
0.007% 
0.03% 
0.007% 
0.5% 
0.35% 
0.007% 
0.03% 
0.007% 
3.5% 
下で 96時間で 20d. u. (H-4検定〉である。
-以との 3種の培地では No.2472，No. 2576を除
し、て他の株は力価が低く満足すべき結果ではないた
めに，更に培養条件を愛えて検定を試みた。即ち， 
G. S. A. (グルコース 0.5%，スターチ 0.5%，肉エ
キス 40%，ベプト~ 0.5%; NaCl 0.3%) 15mlをシ
ャーレに流し， これに一般線菌を平等に塗沫し， 270C 
で培養し， 充分発育させた後，これを -200Cの氷
室で凍結せしめ， 汐くし、で 500C~I昨卵器で融解せしめ
る。約 1時間後取り出すと躍液が得られる。
この結果， No. 2742は96時間， 270C培養で 160 
d. u.主なり同株に於いては， 寒天平板培養により
高濃度に得られる事が観察された。{也の株に於いて
第 3表 3種培地に於ける最高力価 
被検菌
問一虫 
一一 
No. 1 No. 2 NO.3 
' DraW OT--YG.S.B. soybean meal U
Tu
一 一 
n
- m一一一 
d. u.ナ Time 噌 d. u. Time eG 
2472 72 H-420 72 2080
626QU
2750 H 11 1 /1 く10 H H 
2757 /1 /1 / H /1 H H 
2576 く10 Fl-4円<10 H 160 tQd H 
2742 H-4く10 1020 H11 
円 
門
民 
Qd09u
2801 10 /1 10 72 く10 iQU 
U 
2777 10 1 
1/ 
H /1 R 11 
2805 20 /1 20 96 10 1 
G. S. B・‘・・・・・・・・グルコース. スターチー プイヨニ/ 
soybean meal.....・キナコ培地 
raw soybean.........生大豆培地
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gly peptonization. Dark soluble pigment. 
Peptone water: Growth in ringing，colonies. 
at bottom; no aerial mycelium. No solu-
ble pigment. 
Synthetic agar: Penetrating into medium， 
brown growth; powdery，lavendule aeri 
al mycelium. No soluble pigment. 
C.a-ma1ate -agar: Poor，minute colonies， 
whitish to brownish growth; white aerial 
mycelium. No soluble pigment柑 
Tyrosine agar: Poor，minute colonies，white 
to cream colored growth; limited to 
white aerial mycelium. No soluble pigm-
ent. 
Starch . agar: Spreading，penetrating into 
medium，whitish growth; powdery，Even 
G10w (45-C-15) aerial mycelium. No sol・ 
uble pigment. 
Egg-medium: Spreading，white aeria1 myce-
lium. Soluble pigment purplish brown. 
Cellulose not utilizate. 
Nitrate reduce to nitrite. 
Starch not hydrolyse. 
第 5表 Characteristicsof the strain No. 2576 
Gelatin: Large colonies on surface，brown-
ish yel10w growth. Whはeaerial myceli-
um. Weak liquefaction. No soluble pig明 
ment. 
G lucose aspapragine agar: Penetrating into 
medium，smal1colonies，yellow growth; 
powdery white to ash grey aerial myce1-
ium. No soluble pigment. 
Plain agar: Spreading，srilall colonies，colo-
rless to yellowish growth; sc:ant white 
aerial mycelium. No soluble pigment. 
Yeast-extract agar: Much wrinkled，brow-
nish yel10w growth; white to ash grey 
aerial mycelium. No soluble pignent. 
Potato plug: No growth. 
Carrot plug: A large. colony，white aerial 
mycelium. 
M i1k.: Surface growth excel1ent，with white 
aerial mycelium. Coagulation; peptoniza-
tion. No soluble pigment. 
Peptone water: Minute colonies at bottom. 
No solub1e pigment. 
Synthetic agar: Penetrating into medium， 
greyish brown growth; white to grey丘ly-
celium. Scant brownish sohlble pigment. 
Tyrosine agar: Minute colonies， whitisb 
growth，no aerial mycelium. No soluble 
pigment. 
Starch agar: Penetrating into medium，bro-
wnish growth， white to greyish aerial 
mycelium. No solub1e pigment. 
Egg-medium: Spreading，co10r1ess growth; 
no aeria1 muce1ium. No soluble pigment. 
Cellulose utilizate. 
Nitrate not reduce to nitrite. 
Starch hydrolyse. 
第 6表 Characteristicsof the strain No. 2742. 
Gelatin: Poor growth，after about a week 
very weak liquefaction. No soluble pigm-
ent. 
Synthetic agar: Penetrating into medium， 
minute colonies，yel10wish growth; wh-
ite cottony aerial mycelium. No soIuble 
pigment. 
Glucose-asparagine agar: Penetrating into 
medium，round，elevated colonies，y.ello刷 
wishgrowth; white aerial mycelium. No 
soluble pigment. 
Plain agar: Penetrating into medium，elev司 
ated，round colonies，yel10wish growth; 
no aerial mycelium. No soluble pigment. 
Yeast-extract agar: WrinkJed，muscalar-col-
ored growth; later white aerial myceli-
um. No soluble pigment. 
Potato plug: Good growth，sulphur yellow 
growth; cottony white aerial ‘mycelium. 
No soluble pigment. 
Carrot plug: No growth~ 
Milk: Poor growth in ring round the tube. 
No soluble pigment. 
Peptone water: Large colonies on the bott-
om. No soluble pigment. 
Statch agar; Penetrating into medium， 
yellow to greenish. growth; white. to 
silver grey areial mycelium. No soluble 
pigment. 
Egg-medium: Yellowish growth， white 
aeria1 mycelium. No solub1e pigment. 
糖利用能について， 1948年 Pridhamと Gott1-
iebは放線菌の糖利用能により抗菌性放線菌の群別
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が可能である事を示した。即ち一定の基礎培地に種
々の糖を加え，これに対する放線菌の発育程度によ
り分類する。著者も基礎培地としては Pr・idham
のものを使用した。即ち， (NH心S042.64g， 
K2HP04 5.65g，KH2P04 2.38g，MgS04・H20 100 
g，CUS04・5H20 0.0064g，MnC12・4H20 0.0079g， 
FeS04.7H20 O.OOl1g，ZnS04.7H20 0.0015g，Agar 
30g，Aq. dest. 1000ml，苛性ソーダを用いて， pH 
7.0に修正，各種糖を 1%，有機酸塩 0.15%加え，
数回食塩水で、洗i捺した放線菌胞子を接種し， 270C 
15日の培養後判定した。その結果を第 7表に示し
た。 
第 7表 No. 2472. No. 2576. No. 2742株
の糖利用能
(No. 2472. No~-2576. !r No. 2742 
1.contro
starch 十件 朴 十 
inulin 
aesculine 
+ 
十
+ 
+ 
ra自nose
宜lannose 十件 十件
saccharose + 十 + 
salicin 十ト 件
xylose + 十
galactose 十 件
adenitol 
arabinose + 十
4. No. 2472，No. 2576，No. 2742物質の転溶
試験と抽出法: No. 2472物質は Pseudomonas 
H-4に特に抗菌力のある事が判明したので， 被検
菌として H-4を用いた。 soybeanmealにて振謹
培養 96時間で抗菌力が最高になる事を認めた。培
養液は寅褐色を呈L，pH 7.6であり菌体の発育は
良好である。穏液の力価は H-4に対し 80d.u.で
ある。
第 8表 No. 2472株.培養漏液の転溶試験
被検菌 H-4.
pH.2.0 pH.8.0 
億エ
40d. u. 
H40 
80 d. u. 
/180 
酷 ニL チ 40 /1 80 H 
クロロホノLム 40 11 80 n 
ブ?タノー ノlノ 40 1 40 H 
茨 末 40 H 80 H 
先ず転溶試験及び茨末吸着をしらベた。第8表は
エ{テノl"，酷エチ， クロロホノレム， プタノーノレ，茨
末を用い分液ロートにて充分捜持し，転j容が終った
と推定される櫨液層の力価の稀釈培率を示した。即
ち pH2.0及び pH8.0に於てはすべての有機溶媒
に転溶出来なし、。色調も移らなし、しかし炭末に吸
着させると力価は移らないが，色調は良く除去され
淡黄色となる。そこで力価と無関係な色素を除去す
る為にはー炭末を通過するのが適当と考えられる。転
sorbitol + 十
glycerol 十件 十件
gIucose 十i十 十十
+ 一 + 十
溶試験の結果，穂液そのまふで 1/100量活性炭末を
入れ，捜持器にて 45分間関持後， 穂過する。穏液
は直ちに凍結乾燥すれば淡黄色の汚し、粉末となる。
inositol 十 この粉末をメタノー Aに溶解し可溶一部と不溶部に分
maltose 
fructose 
mannitol
日廿川甘十
イ十 ける。可溶部は滅圧濃縮乾固後少量の水に溶解，再
廿十 
び凍結乾燥し，淡黄色の粗粉末を得る。 10mg力価
dulcitol + 
+ は 320d. u.程度で， メタノ{ノL不溶部は 20d.u. 
rhamnose 十ト
Na-succinate 十 十
Na-citrate 斗ー 十 十+
No. 2472，No. 2576は大部分の炭素源の利用が
可能であるが， No. 2472は ra自nose，adenitol， 
inositol，dulcitol，rhamnose，N会 citrateを利
用せず， No. 2576は ra伍nose，adenitol，dulci. 
tol，Na-succinateを利用しない。 NO.2742は利用
する茨素源は少なく， starch，glycerol，glucose， 
Na-succinate，Na-citrateを利用するのみである。 
/10mg程度である。 
No. 2576物質の転溶試験では soybeanmealで 
72時間振謹培養穂液は Fl-4に対して 160d. u.で
ある。
第 9表は No.2472物質と同様の方法で有機溶媒
にて転溶試験を行った。その結果プタノールに力価
の 1/2が転溶するのみで，他の有機溶媒には転溶し
ない事を認めた。叉涙末には大部分の有効物質が吸
着されるようである。この茨末よりの溶出は pH2.0
の80%アセトンが 100%アセトン溶出よりも適じ
ている。同物質の抽出は上記の結果より培蓑漏液 
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第 9表 No.2576株の転溶試験
被検菌 Fl-4
pH.2.0 pH.8.0 
穏 液 
エーテノレ 
酷 ニr:. チ 
グロロホ71ム 
ブ?タノ{ノレ 
160 d. u. 
160 11 
160 11 
160 1 
80 1 
160 d. u. 
160 11 
160 11 
160 1 
80 11 
炭 末 20 11 20 11 
(pH 8.0)を 1/100量活性炭末に吸着させ，溶出は
pH 2.0の80%アセトンを用い， pH 7.4に修正後，
滅圧濃縮乾閏，少量の水に溶解，凍結乾燥により掲
色の粗粉末を得る。 mg力価は 160d. Ul.程度であ
る。
次いで No.2742物質は寒天平板培養にて 96時
間培養で最高の力価を示すため，前記方法で憶液を
取った。培養液の力価は 160d. u.で上記， 2物質と
同様有機溶媒で転溶した。その結果第 10表の如く，
プタノーノレに対しては色調の転溶が見られ，溶媒が
黄色となるが，他の溶媒には色調の~化は見られな
い。検定の結果， pH 8.0でプタノールでは 1/量が"，
転溶され， pH 2.0のプタノーノLでは 3/4量が転溶さ 
れる。茨末吸着は No.2472物質と同様色調の吸着
を示したが， 力価は移らなかった。 No.2742物質
の抽出法は現在実験中で、ある。
第 10表 No.2742株の転溶試験
被検菌 H-4. 
1 pH. 2.0 pH.8.0 
穂 液 160 d. u. 160d. u. 
エ{テル 160 1 160 1 
酷 ニc. チ 1'60 11 160 11 
グロロフJ<:7lノム 160 11 80 グ
フマタノー ノ1- 80 11 40 1 
炭 末 160 11 160 グ 
者 察 
抗プソイドぞナス性抗生物質を産生する放線菌の
分離法については吉岡の報告せる撰釈的放線菌分離
法を荻が修正したものを利用したが，お Lむれ満足
すべき結果が得られた。
ついで分離ぜる放線菌の生菌抗菌像をしらべてみ
たが，その結果土壌放線菌中には比較的多数の抗腐
敗細菌作用を有する株の存在する事がわかった。し
かし此等放線菌は培養滴液で 10d.u.以下のものが
大部分で，抗生物質としては比較的培養抽出のむず
かしいものであることがわかった。培養条件として
は此等放線菌は soybeanmeal培地で No.2472， 
No. 2576がや L有効なる力価を示した。前記 3種
培地に培養し力価の低い No.2742は寒天平板培養
で 160d. u.の力価の上昇が見られた。
総 括
著者は Pseudomonasを主体とした好気性腐敗細菌に有効な放線菌抗生物質を得る目的で
本実験を行った。 
Pseudomonas 5株， Alcaligenes 3株， Acroniobacter 2株， Flavobacterium 2株を 
test organismとして従来の方法で 900株の放線菌を選別し，第一次選別として有効株 32株
を得た。乙れらを G.S. B. soybean meal，生大豆培地の 3液体培地で shakingculture 
により第 2次選別を行い， 8株の有効株を得た。この内 3株について抽出を行い粗粉末を得
た。精製については目下実施中である O
終に臨み，木研究を命ぜられ，御恕篤なる御指導と御校閲の労を執られたる恩師相磯教授に要
心より拝謝し，種々御教示と御援助をいた Yきました新井助教授，並びに鈴木助手に感謝の意を
表すると共に，教室員各位の御助力を感謝する。
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